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と::.要 a 
土壌試料を密封容器に入れたのち COを注入すると器中の COは消失した.関じ試料につ
いて実験を繰返すと 1日当習の CO消失量は増加し， 4回目には実験当初の CO摂取量の約 
20f吾に達した.
この土壌試料よヲ COを摂取する能力を有する微生物を分離し， この微生物を Bacillus 
Subtilisと同定した. 14COを用いた実験から，本蓄は 14COを菌体に摂取したのち CO を 
C02に酸記することを確め，本語の栄養締趨，抱子形成細躍を馬ハ 200C，100分間好気条件
下で CO摂取と CO酸化能について比較したところ， CO摂取辻40-60分で両者とも飽和に
達したが，栄養綿抱の CO摂取量は胞子形成緯抱に較べ約3倍多かった.一方， COの識化
量は，栄養細抱が蕗子形成細胞に較べ6.4倍多かった. また罰じ栄養細胞であっても塘養条件
によって差がみられ，寒天平板塔養後援翠培養した菌体は寒天平板単独培養した菌体より CO
摂取量， CO鼓化量ともに多かった 
key words: CO，CO摂敦， CO酸化，B. subtilis. 
略語一覧:CO: Carbon monoxide，C02: Carbon dioxide，GC: Gas chromatography， 
B. subtilis: Bacillus subtilis 
b. COおよび C02の調定 
まえがき COは高千穂産業製の高純度 (99.9%)ガスを購入し
土壌による宥害ガスの摂取と分解について実験中， 使用した。 COおよび C02の測定は挨知管法(北)1式)
COを選択的に摂取し按牝させる敏生物の存在を認め， と GC (13立163型)を用いた。 GCによる測定は熱伝
この作用を存する微生物の分離と同定を行ない B.sub- 導検出器を用いた中間セル方式で，測定条件は次下のご
tilisと同定し，本菌の CO摂取と酸化について研究を とくである。
進めてきた.これまでに得られた結果を第 1報として報 Sample ¥Tolume 0.5--1.Oml 
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使用した土壌試料は千葉大学医学部講内より謀取した Polapak Q 50--80 
もので，含水率は6.7--7%であった。 mesh. 3手X1m. 
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Detector A 115mA 
GCの記録はデジタルインテグレター TR 2215A 
Takedaと記録計は自立056型とを用いた。 n υ  
c. 壌地と培養
日 寒天平板語地:寒天平板試 Somerville1)処方の
培地で， Difco Trypton lOg，NaCl lOg，Yeast Exむ-
act 5g，Difco Agar 20gを11の蒸留求に落解し，誠
直後寒天平板培地とした。なお，抱子形成締麹を得るた
めVC，上記処方に MnCb・4H20 1.8mg，1 % CaCh 
8ml，1% MgS04・7豆205mlを加えた。 
2) 援護霊壇地:上記した DifcoTrypton lOg，NaCl 
10g，Yeart Extract 5gを11の蒸留水に解き滅菌し
た。振翠は500mlの丸底コルベンに署地 300mlを採ヲ， 
37C，毎分100屈の援重量速度で、18時間行った。 
3) 無機堵培2): 11の蒸留水に民自P04O.lg， 
NaN03 O.lg，MgS04と FeC1sを京跡謹度加え，滅菌
して使用した。本培地は主に菌鉢浮遊液を作るため使用
した。 
4) 培養方法:栄養鶏胞の採取には，菌を250C，24時
間寒天壌養したのち集菌し試料とした。また，その一部
を370C，18詩需援塗培養したのち集菌し試料とした。胞
0子形成細胞を得るために，前記寒天平板場地記37C 5，
実
日間培養したのち集菌し試料とした。鹿子の坂集3)は蒸
留水10mlVこ対し胞子形成結抱 O.lgと卵白リゾチーム 
2mgの富合で加え， 370C，15分間却温後，滅菌蒸留水
で数回洗浄を議返したのち， 1，000rp思け 5分間遠沈
し， その浮遊按を更に7，000rpm，10分間遠沈し， 沈殿
した胞子を抱子試料とした。 
定1の誤14Cの存襲とd. 14CO
14COの調製基〉は放射性ギ援ソーダ (2mg)をワー ノレ
ブノレグフラスコ記入れ，調i室に置いた硫酸との混合によ
り 14COを発生せしめた。高l]室にはアノレカ P性ピロガロ
ルーを置き， 問時に発生する 14C02ならびに 02を吸
収した。フラスコ上部記注射器を装置し拘庄の変動を調
製した。 
14Cの漉定は東芝ベックマン LS100型液体シンチレ
ーションカウンターを用いた。
験 成 事童 
a.土壌による CO摂取能
土壌5kgを容量201の容器に入れ密封後 COを注
入し，容器中の CO濃度を 1%に調整した。荒燕とし 
vハ 
Fig. 1 Increase of amount of CO uptake by 
soil bacteria in repeated experiments 
・一一一・ Nonsterile potted soil 
C一一oSteri1e potted soil 
た土壌は， 200oC，30分乾熱滅菌後，蒸散した水分を補
充したのち密封し CO濃度を 1%に調製した。 CO護
度の測定は 1冒工田器中の空気を境詳し，検知管を黒い
て行った。実験結果を Fig. 1に示した。
滅菌土壌の場合，実験期間中 COの減少は認められ
なかった。しかし，無処理土壌の場合， COの減少は当
初に 1!3当予約500ppmで、あったが， CO減少量は}I慶次
増加し 5日昌には 1日当、担 4，000ppmもの減少とえ立予，
容器中の COは叢勝程度;こまで清失した。容器中の CO
が挨出されなく牟った時，再び COを送入し測定を操
り返した。容器中の CO濃度は 1日当りの CO摂取量
から推定し決めた。 その結果， 1日当りの CO減少量
は更に増加してゆき，第4回目には 1日で 10，000ppm
近い減少が記録された。 
b.土壌中の気孔間隙と CO摂取能
前述した無処理土壌を讃持し，暴気したのち，その内
より 0.45kg分取し，高さ 30cm，容量 91のガラス鐘に
採久鐘内を減圧し，減迂分の COを注入した。鐘内
の CO濃度辻1.2%であった。一方，陪量の土壌を可能
な限り圧し表層のみが COと接するようにしたのち，
減圧し COを注入した。 CO濃度は 1%であった。そ
の後，鐘内の CO濃度の変記を追跡した。
土壌を加圧し気孔間際を減じた場合， COの減少は7
日間で痕跡程度で、あったが，気孔関駿の多い土壌では12
時間で5，000pp民， 24持障で'll，OOOppmの減少であった。
このことから， COを摂取する微生物は好気4詮菌であろ
うことが推定された。 
，c. CO摂取菌株の分離と罰定
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以上の実験に続いて， CO摂取能を有する茜株の分離
と再定を計奮した。まず，無議場地200ml~こ土壌10g を
加えて 2週間室温に量いたのち，培地を擾捧し，その10 
mlを薪しい無機培地200mlに入れ，更に 2週間静寵し
た。 2還間後，無機培地よヲ普通寒天平板に塗抹し， 
370Cで3.-413培養した。発育した集落を採ヲ， 300ml
の三角コノレベン中のブイヨン50路 l中に移植し密封後 
COを注入，振量培養を行いながら 313自毎に器中の 
COを測定し， COを摂致する菌株を選び、出した。 
Table 1. Results of the五rstdiscriminant 
test for gram positive bacterium 
主orphology rod 
J¥cid-fast stain Negative 
Spore Positive 
主otility " 
Growth in aerobic condition " 
Growth in anaerobic condition Negative 
Catalase test Positive 
Oxidase test (Cytochrome test) " 
Glucose test I! 
.唱争 霊.噌 
Table 2. Results of the second discriminant 
test for bacillus 
zGram stain 
. ‘ ふ ， .
Position Central，paracental 
Growth at 45C Growth 
Growth at 65C No growth 
Monosaccharides 
Glucose 	 J¥cid 
J¥rabinose " 
Mannose " HHmHxylose 
P 
i iA v eStarch hydrolysis 
Nitrite reduction 
Protein liquefaction 
Gelatin 	 Lique五ed
Casein 五ydrolyzed 
Urease Positive 
Sensitivity to lysozyme 
次いで，この蓋株についで同定試験を行った。同定試
験法は医学組菌同定の手びきのにしたが，グラム染色の
陽性・陰性の群刻から，両群の第一次難民表で大路推定 
し，次に第二次鑑別表に示された各蓮性状試験を行った。
試験結果は Table1，2に示した。
以上の結果を Bergey'smanua16)に記された性状と対
比し，分離菌株は Bacillussubtilisと同定した。 
d. B. subtilisによる 14COの摂取と歳出
上記のように分離された菌株を用いて， CO主要取と摂
取後の COの動向をみるべく 14COを用い追訴を試み
た。
分離麗株を寒天平板上で培養，集菌したのち，無機培
地・ブイヨン翠液 (4:1) 5mlに浮遊せしめた(茜
数 :6.2X106/ml)。これを内容 55mlの三角コルベンに
とり密栓後 5mlの空気を抜き取り，同量の 14CO、混合
空気をコルベン中に注入した。 14CO注入後， し 3， 
5，7， 9，11日目に菌液を捷持したのち， 0.05ml採
取し，菌液を自然乾;操後トノレエンに溶解し、液体シンチレ
ーションカウンターにて誤IJ定した。
誤.rJ定結果は	 Table3に示した。 
Table 3. 	 Change of 14CO in B.subti五swith 
incubation 
14C decay/min/0.5ml* 
J¥fter 1 day 519.1 
I! 3 days 532.7 
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この実験で最大吸収を示した 1耳目よ!J3 13自迄の段
収線量7)を求めると， 2.45x10・2rad/2daysとなる。 
14Cのもつ P線の平均エネノレギーは抵く， 菌捧中に
摂取された吸叙線量が坂に 413目最大吸収を示したとし
ても 5x10・2rad/4daysに過ぎず，s隷の菌体に及ぼ
す影響は無視できるものと考えられる。 
3日目迄の菌液中に計誤IJされた532.7dpm/0.05mlの 
14COは513自に 1/40以下に抵下した。気中から摂り込
んだ 14COは菌体中から靖夫していることから，再度気
中に放出されたものと推定される。しかし， 14COで放
出されたものか 14C02へ酸化されてより放出されたも
のか明らかにし得なかった。 
e. COの摂取と酸化
上記の問題点を明らかにすべく，菌株}こ COを摂取
せしめたのちに，実験容器を爵放し新鮮空気と量換後密
栓し，茜体より産生するガスを GCを用いて測定した。
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Table 4. CO uptake and CO oxidation under di旺erentculture 
conditions and in different morphotypes 
Percent of Cultivation h在orphotype CO uptake CO oxidization oxidized CO 
Shake culture 
afte主 agar Vegetative cell 9.6x10・2ml 1.4x10・2ml 14.6% 
plate culture 
Agar plate V egetati ve cell 3.3xlO・2ml 2.2x10司 8民 1 6.7% 
Agar plate 
Agar plate 
Sporulating cell 
Spore (anabiosis) 
2.6xlO・2ml 
o 
1.1x10・3m l。 4.2%。 
B. subtilis suspension: 5 X 109cells/ml 
器中のガス諜度の変化は， C02の増加が認められた
が COは計調されなかった。 この結果から， 14COは
菌体内に摂取されたのち酸北されて 14C02として放出
されていたものと考えられる。
続いて，本菌は抱子形成菌であるため，栄養細躍と胞
子形成締抱の差と同乙栄養細胞であっても培養条件の違
いが COの表取量と殻化量にいかなる影響を及ぼすも
のか GCを居いて比較した。 200C.100分間における単
位甚数〈工 X109/ml X 5ml)当りの CO摂取量と CO
酸化量を求め Table4に示した。 CO酸北量は CO
摂取試料より産生された総 C02量よ予菌鉢の呼吸によ
る C02量を減じた値で示した。 
Table 4および Fig.2に示したごとく，寒天平板培
養後，更に援護培養した試料と寒天平板に単独培養した
試料とで、は，同じ栄養細抱であっても，読者の CO摂
敦量は9.6x10司 2mlであったが後者は3.3x10・2mlで， 
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Fig. 2 CO uptake and CO oxidation under 
di宜erent cultural conditions (B. subt-
ilis: 1 X 109/ml X 5 ml cell suspension) 
ofCO}Agar plate culture 注=82322=二 
。一 -0CO uptake lShaking culture after 
-一一一・ OxidIzationof COJagar plate culture 
前者は後者に較べ2.9倍多かった。 COの摂取は両者と
も40-60分で飽和記達した。また， CO酸化量は前者が 
1.4X10・2mlで CO摂取量の14.6%であったが後者は 
2.2XlO・3mlで CO摂取量の 6.7弘に過ぎず， CO酸
化量でも前者は後者に較べ6.4倍多かった。 COの摂取
時間からみて， COの酸化ほかなり遅れることが示され
た。このように靖養条件により COの摂取と CO酸化
能に差があることが認められた。
一方，胞子形成績抱試料の CO酸化量は 1XlO・3m l
で，同じように平板培養した栄養細胞試料の CO酸化
量のわずかに45%であった。胞子試料で辻 COの摂取，
酸化は認められず，これは掠眠細胞であるためと考えら
れる。
考 察
大気中に放出された COの運命誌ついての萌究詰， 
20世紀当初農業関保の分野8)で，推RE中tこ発生する CO
に関するものからはじめられた。現在では当時とは異な
り，大気汚染物質としてCOの動向は重要な課題として
挙げられねばならない。 
Robinsonらのによると， 1967年には世界の CO排
白 
I 出量は2.8X108トンに達すると試算され，大気中に拡
散されると大略0.12mg/m3 (O.lppm)になろうと推定
された。続いて， Ja百e10)の概算では， 米国の CO排
出量は 1X108トンtこ達し，その内，工業界での排出は 
11.9%であるのに対し自動車排気は62%に及ぶと報告さ
れ，都市の大気汚染物質として無視出来ないものがあ
る。しかし，大気中には COの蓄積状態はみられず微
量成分として局地的に測定されているに過ぎない。 
〉，11が蓄積されない要因として，紫外線による酸化CO
海水中への溶解12)， CO摂家微生物による酸化法m，あ
る種の檀物による酸化18剖〉などが挙ぜられる。 
COの摂取と酸化能を有する微生物については，幾種
類かの菌種が境らかになっている。文献的考察からみて
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地球上に広く分布しているものと考えられる。設国では
議lD21)がこれらの作用を有する微生物の存在を認めてお
担事鮮，講話H古込らの土壌中にも存在することを註明し
た。
生物による COの酸化機講に関して， CO と結合す
るヘム蛋白は種罵差あるいは富種の違いによって蛋白部
分が異なるチトクロムとして藷製されてきた。 B.subt-
ili・5から得たチトクロム b，C，Cl，a の光学的性状は，
能の生物から得たチトクロム b，C，Cl，aと類依する
が，生生学的性状は異なることが報告2，23)されている。
また， COの結合部往について， Wilsonと Miyata24)
はハト胞から， Wever ら25)は牛の心筋から得たチトク
ロム aと COの結合物;こ対するチトクロム c酸化欝
素の作用について報乙， Miki と Okumuki26)は B. 
subtilisの CO結合部位辻末端酸化酵素チトクロム a
であろうと電子伝達系の機構を示した。多くの場合， 
CO結合による薮光スベクトノレの変イ乙カミら CO結合物
質を求めているが B.sultilisのチトクロム a欠乏変異
株を用いる COの摂取と酸北の脊無に関する実験27)は
本蓄の CO結合部位と酸化機構を明らかにしてゆく宥
効な手段であろうと考えられる。 
Table 4 ~こ示したように堵養条件の違いと栄養締麹
と範子形成細胞の CO摂取量の差異は，復に COの摂
致時間を一定とすると， COと結合するチトクロムの量
的な差と酸往に関与するチトクロム酸化酵素の活性的金
差によるもので、あろうと推察される。 Fig. 1に示した
ように，繰返し CO暴露によって COの摂取量が急識
に増加していったことは， COの摂取と援北機構の感受
性が増強されたものかについて今後の萌究に符ちたい。 
14COを用いた実験で， 5 13目以降の蓋捧中の 14Cが
増加傾向をみせたが，栄養絡組中での胞子形成2のが進行
していったため， 14CO結合物が抱子中へ摂予込まれて
いったものと推定される。
本研究の一部辻千葉大学環境科学研究報告〈第ヱ巻工
号，第2巻〉と E本寄生学会(第44，46，48毘)に発表
した。
本研究に当孔放射性向位素の使用について併協力い
ただいた診療放射纏技師学校田中仁講師に深謝いたしま
す。また，紹茜の培養，試料の作製に当った長嶋幸一技
官の御助力を感謝します。 
SUMMARY 
A potted soil sample depleted CO from a test 
atmosphere. This phenomenon was gradually 
enhanced by the repetition of the tests，so the 
主ateof CO-disappearance increased about 20-fold 
in the 4 th experiment as compared with that in 
the 1st one. 
A strain of microorganism with ability of 
uptaking CO was isolated from the test soil，and 
the strain was identi五edas Butillus subtilis on 
the basis of cultural and physiological characte司 
ristics. As a result of the study using 14CO，it 
was con五rmedthat this organism was capable of 
oxidizing CO to C02. The uptake and oxidation 
of CO by this organism was further studied with 
vegetative cells and with spotes at 20oC，for 100 
minutes under the aerobic condition. Carbon 
monoxide was saturated within 40 to 60 minutes 
after incubation with vegetative cells or with 
spores，and it was found that the amount of 
CO uptake by vegetative cells was about 3 times 
greater than that by spores， and the amount 
of C02 formation by the former was 6.4 times 
greater than that by the latter. Even though the 
morphotype of the organism was in the same 
vegetative cells，the rates of CO uptake and of 
CO oxidation of the cell suspension prepared 
from shake culture after agar plate culture were 
greater than those of agar plate cultivation. 
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